アコヤガイの生体防御に関する研究 by 鈴木 徹
アコヤガイの生体防御に関する研究
著者 鈴木 徹
号 459
発行年 1992
URL http://hdl.handle.net/10097/16270
氏 名(本籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月 日
学位授与の要件
学 位 論 文 題 目
論 文 審 査 委 員(主
すず き とお る
鈴 木 徹
博 士(農 学)
農 第459号
平 成4年9月10日
学位規 則第4条 第2項 該当
アコヤガイの生体防御に関す る研究
査)教 授 森 勝 義
教 授 藤 尾 芳 久
教 授 竹 内 昌 昭
一89一
論 文 内 容 要 旨
序
?
アコヤガイを用いた真珠生産過程の最も重要な工程の一つに挿核手術がある。挿核手術で
は生殖巣にメスで刺し傷をつけ,そ こから真珠核と外套膜移植片を生殖巣内部に挿入する。
アコヤガイを含めて二枚貝では液性の血液凝固因子は発達 しておらず,術部では無穎粒血球
が細胞シー トを形成 して止血作用を行 う。しか し細胞シー トの完成までには1日以上を要 し,
それまでの間,術部からは大量の出血が起こることが知 られてお り,出血に伴って細菌等の
異物が侵入しやすい状態にあるものと考えられる。血球によって細胞シートが形成されると,
体表では表皮組織が再生され,真珠核周辺部では外套膜移植片に由来する上皮細胞によって
真珠袋が新生される。 このように挿核から真珠袋形成に至る過程では,異物排除および創傷
治癒 という2つの重要な生体防御反応が連続 して起こるものと考えられる。しかし,現在の
ところいずれの防御反応についてもその作用機序は充分には解明されていない。
本研究では,二枚貝の異物認識因子 と考えられている血 リンパ レクチン,および創傷治癒
因子であるフィプロネクチンに着目し,それらの生化学的および生物学的特性の解析を通 し
て,ア コヤガイの生体防御機構の一端を検討 した。
第1章 血 リンパタンパ ク質 の電気泳動お よび クロマ トゲラフ ィー による分離 パター ン
血 リンパタンパ ク質 の分離を効率的 に進め るために,各 種電気泳動 お よび ク ロマ トグラフ
ィーにおけ る血 リンパ タンパ ク質の分離特性 を検討 した。SDS一電気泳動 では,血 リソパ
タソパ ク質は分子量約10～200kDaの範囲を示す30種類の タンパ ク質バ ソ ドに分離 された。
SDS一電気泳動 およびSuperose6でのゲル濾過 におけ る分離特性か ら11血リンパタ ンパ ク
質は比較的低分子量(10～30kDa)の成分に富んでいることが明 らかにな った。
第2章 血 リンパ液 か らの レ クチ ンの 精 製
ウシ顎下腺 ムチ ンーSepharoseを用 いたアフ ィニテ ィー クロマ トグラフィー,MonoQカ
ラムを用 いた陰イオ ン交換 クロマ トグラフィーお よびSuperose6カラムを用いたゲル濾過
を組 み合わせた3段 階 の クロマ トグラフ ィーに よって,血 リンパ中の レクチ ンは単一成分 と
して分離 された。得 られた レクチ ンは,20kDaのサ ブユ ニ ッ トで構成 された高分子 タソパ
ク質(440kDa)で,ガラク トース(Gal)に対 して最 も強い糖親和性を示す カル シウム要求
性 レクチ ソであ つた。
第3章 血 リンパ レクチンの分泌器官
二枚貝の血 リンパ液が レクチンを含んでいることは良く知られた事実であるが,そ の合成
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・分泌器官 は明らかに されていなかった。そ こで本章 では,血 リソパ レクチ ンの分泌器官を
同定することを目的とし,特異抗血清を用いた免疫組織化学的観察によって血 リンパレクチ
ソの体内分布を検討し,次に抗体陽性器官の血 リンパレクチン分泌能を試験 した。精製した
血 リ.ンパ レクチ ンを抗原 として調製 した家兎抗血 清は,血 リンパ レクチ ソに対 して特異的で
あ ることが,凝 集活性阻害試験お よびイムノブ ロッ ト分析 に よって証明 された。 この抗血清
を用いて蛍光抗体観察を行った結果,血 リンパ レクチンは外套膜の上皮組織下に存在する穎
粒細胞に局在 していることが明らかにな.り(Fig.1),さらに免疫電子顕微鏡的観察によっ
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Fig.11mmunolocalizationofhemolymphlectin.a.Indirectimmunofluoresce-
nceappliedtothemantleusinganti-hemolymphlectin,showingthat
thelectinislocalizedinthegranularcelllayerofthemantle.b.Con-
trolstainingofthemantleusingnormalrabbitserum.c.Indirectim-
munofluorescence,showingthatconnectivetissue,musclecellsand
digestivediverticulaarenotimmunoreactive,whereasthegranularcell
layerofthemantleisreactive.d.Semi-thinsectionofdorsalmantle,
e.Schematicrepresentationofthemantleanddigestivediverticula
histology.c,connectivetissue;d,digestivediverticula;e,epithelium;
ec,extrapallialcavity;gc,granularcell;mc,musclecell;s,shell.
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て,レ クチンはこの細胞の分泌穎粒中に濃縮 されていることが明らかになった。外套膜外植
片の培地上清から赤血球凝集活性が検出され(Table1),次に.この凝集活性は血 リンパ レ
クチンによるものであることが凝集活性阻害試験によつて確かめられた(Table2)。以上
の結果から,アコヤガイでは血 リンパ レクチソは外套膜の上皮下の穎粒細胞によって合成 ・
分泌されるものと推察された。
Table1.Hemagglutinationactivitytowards
I-IRBCinculturemediumat20hrof
incubationwithmantleanddigestive
diverticulaexplants.
T ble2.Blockingofhemagglutinationactivity
secretedfrommantleexplants
additives
Explant
ConcentrationHemagglutination
titer
Anima正s
Mantle Digestive
diverticula
a
b
C
d
e
f
Z4
23
Z3
22
22
2窄
a
0
0
0
0
a
Balancedsalt
solution
Anti-hemolymph
lect藍nantiseru血
Normalrabbit
serum
D-Galactose
D-Glucose
1%
1%
1%
20mM
'LOmM
23
0
23
0
23
第4章 血 リンパレクチンの異物認識機構
血 リンパ レクチ ソの血球 に対す る結 合能を調べ た結果,血 リンパ レクチ ンは ウマ赤血球
(HRBC)等の脊椎動物の赤血球には結合するが,ア コヤガイ血球(穎粒血球および無穎粒
血球)に は結合 しない ことが観察 された(Fig.2)。そ こで,血 リンパ レクチ ンの糖親和性
Fig.121nd董rectimm岨ofluorescenceofpearloysteramebocytesandHRBC-1ectincomplexes,using
anti-hemolymphlectin.aandcarefluorescencemicrographs,andbanddarephasecontrast
micrographsofthesamesamplesasaandc,respectively.TheHRBC-lectincomplexesshow
apparentimmunoreaction(a).Incontrast,theplasmamembranesofunfixedgranularand
agranularamebocytesshownoimmunoreaction(c)underthesameconditionsasa.Ag,
agranulocyte;Grgranulocyte.
一92一
お よびア コヤガイ血球表面に発現され てい る糖 を解析 し,両 者を比較す ることによって血 リ
ンパ レクチ ンの異物認識機構を考察 した。糖親和性 に関 して,血 リソパ レクチ ンはGa1およ
びN一 アセチル ガラク トサ ミソ(GalNAc)と最 も強 く結合 し,次 にN一 アセチル ノイ ラ ミ
ン酸(NANA)お よびN一 アセチ ルマ ンノサ ミン(ManNAc)と強 く結合す るこ と,ま た
N一 アセチルグル コサ ミン(GlcNAc)およびマ ンノース(Man)と は結合 しない ことが明
らかにな った(Table'3)。一方,ア コヤガイ血球細胞膜 と植物 レク≠ンとの結合能を調 べ
た結果,GlcNAc一お よびMan二 結合型 レクチ ンはア コヤガイ血球細 胞膜 と結合す るが,
Gal一お よびGalNAc一結合型 レクチ ンは結合 しないこ とが明 らかになった(Table4)。
Table3.Sugarspecificityofpurifiedlectinas
measuredbyhemagglutinationinhibi-
tionassay.
Table4.BindingcapacityofFITC-conjugated
plantlectinstopearloysteramebocytes.
Sugars Concentra-
tion(mM)*
LectinsMajorsugar
specificity
G anularAgranular
Amebocyte
D-Glucose
D-Galactose
D-Mannose
D-Fucose
L-Fucose
D-Lactose
D-Xylose
D-Galactosamine
N-acetyl-D-glucosamine
N-acetyl-D-galactosamine
N-acetyl-D-mannosamine
N-acetylneuraminicacid
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
ConAｫ一D-Gic,a-D-Man
DBAa-D-GalNAc
PNAGal-a一(1-3)一GalNAc
RCAIa-D-Gal
SBAa-D-GalNAc,a-D-Gal
UEAIa-L-Fuc
WGA(D-GicNAc)2,NANA
十
十
十
十
*Thesugarconcentrationisexpressedas
molarityrequiredtolowerhemagglutina-
tiontiterfrom4to2.
#Noinhibitionwasobservedattheconcen-
trationof500mM.
従って,GlcNAcおよびManがアコヤガイ血球表面に発現されているものと考えられた。
また,NANAを含むシアル酸は軟体動物には存在 しないことが知られている。以上のこと
から,血 リンパ レクチンはアコヤガイ自身の血球には親和性がな く,体内に侵入 した異物の
うちGal,.Ga1NAcおよびManNAcを発現 した異物を特異的に認識して結合する性質がある
ものと推察された。生体内実験では,生殖巣内に注射 したウマ赤血球が血 リンパレクチンに
よって結合組織中に凝集されることが観察され(Fig.3),血リンパレクチンは異物の拡散
を防 ぐ初期防御因子であると推察された。また,凝 集塊には無穎粒血球が多数浸潤 している
のが観察され,血 リンパ レクチソによって凝集された異物は速やかに無穎粒血球によって貧
食,排除されるものと考えられた。
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Fig.31ndirectimmunofluorescenceofthegonadinjectedwithfixedHRBCusinganti-hemolymph
lectin(a)andnormalrabbitIgG(c).bishematoxylin-eosinstainingofthesamesectionas
a.disphasecontrastmicrographofthesamesectionasc.Immunoreactionfortheanti-
hemolymphlectinisrecognizedwithinaggregatesofHRBC,whereasthesperm,musclecells
andconnectivetissuesurroundingfolliclesdonotgiveapparentimmunoreaction(a).Amebo-
cytesinfiltratedintotheaggregationofHRBCcanbeseen(whitearrowhead)(b).Whennor-
malrabbitIgGwasusedasacontrol,thesectiondoesnotexhibitreaction(c),A,aggregation
ofHRBC;F,follicie;M,musclecells;S,sperms.
第5章 血 リンパレクチンの細菌に対する作用
細菌 に対す る凝集試験 では,血 リソパ レクチ ンは グラム陰性菌の ・4脚物 παε 勿d吻 観 α
お よびE4ωα醜 弼伽 伽 吻 を凝集 し(TaUe5),血 リンパ レクチ ンは生体 内では細菌 に対
す る防御因子 として機能 しているもの と考え られた。 さらに,血 リンパ レクチンは,凝 集は
起 こさない もののグラム陰性菌 の・46m〃ZOπαS5α伽0π臨dαお よび 四観0伽8紹Zα鰯〃Zにも結
合すること,グラム陽性菌には結合 しないことが明らかになった。以上のことから血 リンパ
レクチンはグラム陰性菌に結合する性質を持ち,お そらくその性質はこれらの細菌の リボ多
糖(LPS)成分に対する親和性に起因するものと考えられた。
Table5.Effectsofhemolymphlectintowardsbacteria.Eachspecieswasincu-
batedwithpearloysterhemolymph,andoccurrenceofaggregation
andadsorptionbythehemolymphlectinwasexaminedbyphase-
contrastmicroscopyandindirectimmunofluorescence,respectively.
Bacteria Gram-stainingAggregationAdsorption
Sか勿 ホoooc6聡sp.
M伽OCOOOκ∫砂sod8謝`C粥
」4θπ)〃20η薦5α17η0擁C幼
∠4θm物oπσ∫ 勿 伽 ψ乃吻
E4ωα雇s詑z毎 彪吻
y乃7`oσπ8漉伽 物 翅
A8%40鰍㎜sρ θm`θ窩
?
?
?
?
?
?
?
?
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第6章 フィプロネクチン様 タンパク質の精製
Table6.RatioofBHKcellsspreadonnon-coated,FN-
likeprotein=coatedandbovineFN-coateddish.
Coating Cellsspreadondish
Totalcells
x100
None
FN-likeprotein
BovineFAI
?
?
?
?
?
『
甑.壌纏鱒騰
Fig.4DetectionofFN-likeproteininadduc-
formusclebywesternblotting.4M
ureaextractfromadductormusclewas
electrophoresedin5%polyacrylamide
gelandsubjectedtoproteinstainingor
immunoblotting.aandb:Coomassie
stainedgel.candd:nitrocellulose
sheetimmunostainedusinganti-FN-
likeprotein.
ゼ ラチ ソーセフ ァロースを用
いた アフィニテ ィークロマ トグ
ラフ ィーに よって,血 リソバか
ら一種類のゼ ラチ ン結 合性 タ ン,
バ ク質が単離 された。分子量を
測定 した結果,得 られたゼ ラチ
ソ結合性 タンパ ク質は220kDa
の単量 体で あ るこ とが分 か っ
た。 この タンパ ク質はB且K細
胞(仔 ハムス ター腎 由来繊維芽
様細胞)に 対 して伸展活性 を示
した(Table6)。また,こ の
タンパ ク質は,血 リンパ液 中で
は可溶性 の状態で存在す るが,
結合組織 中では重合体を形成 し
て不 溶性成分を構成 してい るこ
とが分か った(Fig.4)。哺乳
類血 漿 申の フ ィプ ロネ クチ ン
(FN)は,220～250kDaのサ
ブユ ニッ トが ジスルフ ィ ド結合
した2量 体である ことが知 られ
てい る。今回精製 した ゼラチ ン
結合性 タソパ ク質は可溶性 の状
態におけるサ ブユニ ッ ト構造 が
FNと 異 なっていたが,そ の他
の生化学的性状はFNの もの とよく一致 していた。従 って,こ のゼラチ ン結合性 タンパ ク質
は,哺 乳類のFNに 相当す る成分(FN様 タンパ ク質)で あ ると判断 した。
第7章 創傷治癒過程における血球 とFN様 タンパ ク質の機能
血球の創傷治癒機能を解析する目的で,培養条件下で血球のFN様 タンパク質の分泌能を
検討 し,次いで真珠袋形成過程におけるFN様 タンパク質の発現を観察 した。培養実験では,
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無穎粒血球が互いに接着 し合って細胞凝集塊を形成するのが観察された。これは創傷治癒過
程における止血作用に相当する細胞性反応であると考えられた。さらに,無穎粒血球は細胞
質中にFN様タンパク質を有 し,細胞凝集塊を形成後,'FN様タンパ ク質を含む細胞外基質
を分泌 したことから(Fig.5),無穎粒血球はFN様 タンパク質の合成 ・分泌能を有するも
二鰹
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Fig.51mmunolocalizationofFN-likeproteinintheagranularamebocytes(aandb)andinaname-
bocyteaggregatedepositingextracellularmatrix(candd).a:indirectimmunofluorescenceus-
inganti-FN-likeprotein.Thecellswerestainedsoonafterbloodcollection.b:phasecon-
trastmicrographyofthesamefieldasthatona.c:phasecontrastmicrographyofamebocyte
aggregateculturedfor6days.Theextracellularmatrixdepositedinsidetheaggregateis
shownbythearrows.d:enzyme-labeledantibodystainingusinganti-FN-likeprotein
showingthatthematrix(arrows)isreactive.
の と判 断 した 。 挿 核 手 術 を 行 い 術 部 の 組 織 観 察 を 行 っ た と こ ろ,手 術 に よ っ て で き た 組 織 屑
が 無 騨 粒 血 球 に よ っ て 貧 食 排 除 さ れ る 像 が 最 初 に 観 察 さ れ た 。 続 い て 無 穎 粒 血 球 は 真 珠 核 を
覆 う よ うに して 細 胞 シ ー トを 形 成 し,細 胞 間 隙 に 繊 維 成 分 を 含 む 細 胞 外 基 質 を 分 泌 し た 。 外
套 膜 移 植 片 に 由 来 す る 上 皮 細 胞 は こ の 細 胞 外 基 質 上 に 伸 展 す る よ う に して 遊 走 し,真 珠 核 を
包 む 上 皮 組 織(真 珠 袋)を 形 成 し た(Fig.6)。FN様 タ ンパ ク質 が 血 球 の 細 胞 シ ー トか ら
検 出 さ れ(Fig.7),無 穎 粒 血 球 は 真 珠 袋 形 成 過 程 でFN様 タ ソパ ク質 を 細 胞 外 基 質 成 分 と
し て 分 泌 す る も の と 考 え ら れ た 。 以 上 の 結 果 か ら,無 穎 粒 血 球 はFN様 タ ン パ ク 質 を 分 泌 す
る こ と に よ っ て,挿 核 部 位 の 結 合 組 織 化 お よ び 上 皮 細 胞 の 新 生 に 関 与 し,真 珠 袋 の 形 成 過 程
で 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る もの と推 定 され た 。
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Fig.6Epithelialformationafterimplantationofmantlealio-
graftwithabioticmaterial{shellbead).a.Epithelial
cells(Ep)emigratefromtheallograftalongtheabiotic
implant(1)(day7).Theyattachtotheextracellular
matrix(E)depositedatthesheathoftheagranular
amebocytes(A).Theirorganellevisibilityispoorat
thisstage.b.Epitheliumgeneratedalongtheabioticim-
plant(day14).Extrace11ubr貌atrb【andanag了anular
amebocytecanbeseenundertheepithelium.
Fig.71mmunolocalizationofFN-likeproteinintheamebocyte
sheathformedaroundanabioticimplant(shellbead)in-
sertedintogonad(onday-7afterwounding).a:hematox-
ylin-eosinstaining.b:indirectimmunofluorescenceusing
anti-FN-likeprotein.G,gonad;1,abioticimplant;S,
amebocytesheath.
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以上の結果から,血 リソパレクチソおよびFN様 タンパク質の挿核手術後の生体防御能を
次のように想定した。血 リンパ レクチンは,細菌等の異物をアコヤガイ血球成分から識別 し,
凝集反応によって異物の拡散を防止する初期生体防御因子で,術部が止血されるまでの間,
細菌に対する防御因子 として重要な役割を果たす。一方,FN様タンパク質は,創 傷治癒過
程で無穎粒血球によって分泌される細胞接着性タンパク質で,真珠袋形成過程で起 こる術部
の結合組織化および上皮組織の新生を促進する。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,真 珠生産の目的で養殖されているアコヤガイの生体防御における血 リンパ レクチン
およびフィプロネクチソ様タンパク質の役割を検討 したものである。
アコ'ヤガイの血 リンパ液はウマ赤血球に対して強い凝集反応を示 したことから,この反応を指
標に各種のクロマ トグラフィーを用いて精製を進めた結果,血 リンパ レクチンを単離することが
できた。 これはガラク トースに対 して最も強い糖親和性を示す カルシウム要求型 レクチ ンで,
20kDaのサブユニットで構成された高分子(440kDa)タンパク質であった。次いで,このレクチ
ンに対する特異抗体を作製し,これを用いて免疫組織化学的に レクチ ンの体内分布 を明らかに
し,さ らに培養実験の結果に基づき,外套膜上皮組織下の穎粒細胞が血 リソパレクチンを合成 ・
分泌 していることを証明 した。
血 リンパ レクチン,異物および血球の3者間における糖を介 した相互作用を生化学的に解析 し
て,血 リンパ レクチンはアコヤガイ自身の血球には結合せず,異 物を血球から識別 して結合する
仕組みに関与 していることを示した。そして,血 リンパ レクチンは,この仕組みを介 して異物を
特異的に凝集 し,拡散を防ぐ初期防御因子であると推定 した。
一方,血 リンパ液から,ゼ ラチンーセファロースを用いたアフィニティークロマ トグラフィー
によって,約220kDaのゼラチン結合性タンパク質を単離した。 これは,サ ブユニットの分子量,
細胞伸展活性ならびに組織分布などの点か ら哺乳類のフィプロネクチンに相当するタンパク質と
考えられた。次に,真珠袋の形成過程をモデル として検討 し,このタンパク質はコラーゲンおよ
びプロテオグリカンとともに,創傷治癒過程で無穎粒血球に よって分泌され,上皮細胞遊走のた
めの接着因子として機能することを明らかに した。
最後に,以上の結果を総合し,上述の二種のタンパク質の作用を中心に,ア コヤガイにおける
創傷治癒過程,お よび挿核手術から真珠袋形成に至るまでに起こる一連の生体防御反応を推定 し
た。
このように,ア コヤガイの挿核手術 とその後の真珠袋形成過程を再現性の高い実験モデルとし
て利用 しつつ,二 枚貝の生体防御機構における血 リンパ レクチンとフィブロネクチン様タンパク
質の生理的意義について貴重な知見を加えた。本論文は無脊椎動物の生体防御に関する研究の発
展に貢献するところ大である。よって審査委員一同は本論文の箸者が博士(農学)の 学位を授与
されるに値するものと判定 した。
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